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は じ め に
　生体内におけるインスリン分泌は血中のグルコース
濃度に応じて精巧に制御されている．すなわち，血中
のグルコース濃度が上昇すると，膵臓β細胞よりイン
スリンが分泌されて糖代謝を促すことにより血糖値が
正常に戻される．細胞生理学的なメカニズムにおいて，
インスリン分泌は主に細胞膜上の ATP 作動性のカリ
ウムチャンネルの開閉により制御されている．血糖値
が上昇するとカリウムチャンネルが閉ざされ，その結
果β細胞の細胞膜が興奮し脱分極する1,2)．そして，電
位依存性のカルシウムチャンネルよりカルシウムが流
入し，インスリンが放出される．現在インスリン分泌
を促す殆どの糖尿病治療薬がカリウムチャンネルをタ
ーゲットとしている．一方，これらの薬剤は低血糖を
引き起こすという副作用も抱えていて，慎重な服用が
要求される3)．従って，糖尿病を治療するためにより
副作用の少ない薬剤の開発が急務である．本研究は，
Cdk 5によるインスリン分泌制御のメカニズムを解明
し，新規な糖尿病治療薬の開発を目指したものである．
膵臓β細胞における Cdk 5活性の発現
　サイクリン依存性キナーゼ５（以下 Cdk 5）は神経
細胞に主に発現しているセリン・スレオニン指向性の
リン酸化酵素である4,5)．脳の発生期では Cdk 5は受容
体や細胞骨格タンパクなど様々な基質をリン酸化し，
神経細胞の移動や分化を制御する6,7)．また，Cdk 5は
アルツハイマー病などのような神経変性疾患において
病原因子として知られ注目されている6)．一方，Cdk 5
が成熟した神経細胞における役割が長く解明されてい
なかった．最近本研究室により，Cdk 5は成熟した神経
細胞において神経伝達物質の放出を制御していること
が明らかにされた8)．
　Cdk 5は p35という活性化サブユニットと結合する
ことにより酵素としての活性を持つようになる9,10)．
p35の発現が主に神経細胞にしか見られないために，
Cdk 5の活性はこれまで神経細胞にしかないと考えら
れてきた．最近我々を含めた幾つかの研究グループが
膵臓のβ細胞においても p35が発現し Cdk 5の活性が
確認された11,12)．図１で示したように，p35の mRNA 
は膵臓β細胞やβ細胞由来の培養細胞である MIN 6
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細胞で発現している（図１ａ）．また，Cdk 5の酵素活
性もβ細胞及び MIN 6細胞で確認された（図１ｂ）．
インスリン分泌に使用される幾つか重要なタンパクが
神経細胞における神経伝達物質の放出にも使用される
ために，我々は Cdk 5がインスリン分泌においても重
要な役割を果しているとの仮説を立て実験を進めた．
インスリン分泌における Cdk 5の役割
　β細胞における Cdk 5の役割を調べるために，我々
はまず Cdk 5の阻害剤である Olomoucine の存在下で 
MIN 6細胞をグルコースで刺激し，インスリン分泌量
を調べた．Cdk 5の阻害剤である Olomoucine は，低グ
ルコース（2.8ﾋ）時では，どの濃度においてもインス
リン分泌に影響を及ぼさなかった．一方，Olomoucine 
の存在下で MIN 6細胞を高グルコース（16.7ﾋ）グル
コースで刺激したところ，グルコースに応答して分泌
されるインスリンの量は，Olomoucine の濃度依存的
に増加した（図２ａ）．
　次に我々は単離したランゲルハンス島を 
Olomoucine 存在下の培養液中で培養し，高グルコー
スで刺激した．その結果，インスリン分泌は 
Olomoucine の濃度依存的に上昇した（図２ｂ）．さら
にに Cdk 5の活性化サブユニットである p35遺伝子を
欠損したマウス（p35KO）ならびに野生型のマウスよ
りランゲルハンス島を精製し，グルコース刺激を加え
それぞれのインスリン分泌を測定した．その結果，
p35KO ランゲルハンス島のインスリン分泌は野生型
と比較して，高グルコース刺激時において有意に上昇
した（図２ｃ）．一方，Olomoucine を p35KO ランゲ
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図１　β細胞における Cdk 5の活性
定量 PCR を行った結果，Cdk 5の活性化サブユニットである 
p35の mRNA は膵臓β細胞及びβ細胞の培養細胞である 
MIN 6細胞に発現していることがわかった⒜．Cdk 5の活性をヒ
ストンＨ１を用いて測定した．活性はβ細胞及び MIN 6細胞で
確認された．
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図２　Cdk 5阻害によるインスリン分泌の増加
Olomoucine 存在下で MIN 6細胞⒜または単離したランゲルハ
ンス島⒝にグルコースを加え，インスリン分泌を測定した．
Cdk 5阻害によるインスリン分泌の亢進は高グルコース刺激時
にのみ見られた．p35欠損マウスより単離したランゲルハンス
島にグルコースを加え，インスリン分泌を測定した⒞．Cdk 5活
性の低い p35欠損ランゲルハンス島におけるインスリン分泌が
野生型より亢進した．
19
ルハンス島に添加しても，インスリン分泌促進効果が
認められなかった．また，低グルコース時では，野生
型と p35KO ランゲルハンス島においてインスリン分
泌に差は認められなかった．
Cdk 5によるインスリン分泌制御のメカニズム
１. カルシウム動態
　グルコース刺激後に起きるカルシウムイオンの流入
がβ細胞のインスリン分泌において重要なステップで
ある．Cdk 5によるインスリン分泌制御のメカニズム
を調べるために我々はまずβ細胞内のカルシウム動態
を調べた．高グルコース刺激時における MIN 6細胞内
カルシウム動態をカルシウム指示薬である Furaﾝ２
を用いて測定した．Olomoucine 存在下では，グルコ
ース刺激後の細胞内カルシウム濃度は阻害剤のない時
と比較し有意に上昇した（図３）．阻害剤存在下でのピ
ーク時の細胞内カルシウム濃度は阻害剤無添加時と比
較し113％であった．この効果は，p35KO マウスのラ
ンゲルハンス島より分離したβ細胞でも確認した．高
グルコースで p35KOｹ 細胞を刺激すると，同細胞内カ
ルシウム濃度が野生型のβ細胞と比較し有意に上昇し
た．Cdk 5によるカルシウム動態の制御は，Cdk 5がカ
ルシウムチャンネル活性を直接に制御していることを
示唆している．この仮説を証明するために我々は 
Cdk 5活性を阻害したときに内向き電位依存性カルシ
ウム電流をパッチクランプ法を用いて検討した．
Olomoucine 処理した MIN 6細胞における内向き電位
依存性カルシウム電流は，未処理の細胞と比較して有
意に大きかった．また，p35KOｹ 細胞でも野生型β細
胞と比較して，同電流の有意な上昇が認められた．
２. カルシウムチャンネルのリン酸化
　Cdk 5によるカルシウムチャンネルの制御がどのよ
うなメカニズムで行われているかを調べるために，我
々は生化学的な検討を行った．Ｌタイプ電位依存性カ
ルシウムチャンネルの LⅡﾝⅢ領域を含む組み換えタン
パクを精製した後，ｺ32PﾝATP の存在下で Cdk 5/p35
と反応させリン酸化を行った．その結果，LⅡﾝⅢ領域は 
Cdk 5によりリン酸化されることが分かった．さらに，
LⅡﾝⅢ領域にある783番のセリンをアラニンに換えた変
異型 LⅡﾝⅢを Cdk 5と反応させても，リン酸化が観察さ
れなかった．したがって，LⅡﾝⅢ領域にある783番のセ
リンが Cdk 5によってリン酸化されることが判明し
た．次に，あらかじめ Cdk 5によってリン酸化された 
LⅡﾝⅢ領域蛋白と非リン酸化 LⅡﾝⅢ領域蛋白を用いて，イ
ンスリン分泌に重要な SNARE タンパクである 
Syntaxin や SNAPﾝ25に対して共沈実験を行った．そ
の結果，LⅡﾝⅢ領域と Synataxin 及び SNAPﾝ25との結
合は Cdk 5による783番セリンのリン酸化によって阻
害されることが分かった．
Cdk 5によるインスリン分泌制御―In Vivo
　Cdk 5阻害によるインスリン分泌促進効果を in vivo 
で検討するために，我々は p35KO マウスおよび野生
型のマウスにそれぞれ糖負荷を与え，血中のインスリ
ン濃度及び血糖値について経時的に測定した．糖負荷
15分後の血中インスリン濃度は p35KO マウスが野生
型マウスより有意に高かった（図３）．また，糖負荷30
分後の血糖値は p35KO マウスのほうが野生型と比べ
て有意に低くかった．
考　　　察
　本研究により，Cdk 5の膵β細胞における生理機能を
明らかにした．Cdk 5は，電位依存性カルシウムチャン
ネルをリン酸化することにより，同チャンネルの 
SNARE 蛋白との結合を制御することにより，インス
リン分泌を抑制していることが明らかになった．Cdk 5
阻害剤は，低グルコース時ではインスリン分泌に影響
を及ぼさないが，高グルコース刺激時ではインスリン
分泌を上昇させた．スルフォニル尿素剤を内服してい
る患者ではしばし低血糖の副作用が認められる．これ
は，同薬剤が血中グルコース濃度に非依存的にインス
リン分泌を促進することに起因する．本研究により，
　 膵臓β細胞における Cdk 5の役割：魏　范研，他10名 　
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図３　p35欠損マウスの血中インスリン濃度
p35欠損マウス及び野生型マウスに糖負荷を行い，血中インス
リン濃度の変化を調べた．
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Cdk 5阻害剤はこのような副作用が無い新しい糖尿病
治療薬になる可能性が示唆された．
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